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Resumen

Las tioureas, son compuestos resultantes de sustituir el &tomo de oxigeno de la urea (NH,CONH,) por un atomo de azufre
(NH,CSNH,). Actualmente se ha visto que las tioureas presentan diversas actividades bioldgicas, dentro de las que se
encuentra la antimicrobiana. En el presente estudio se evalué la actividad antibacteriana mediante acoplamiento molecular
entre la enzima DNA girasa (receptor) y las tioureas (R, R)-N,N’-bis(1-ciclohexiletil)tiourea (CYTU1) y (R,R)-N,N"-bis(1-
feniletil)tiourea (CYTU2) como ligando en busca del posible mecanismo de accién de estos compuestos, los resultados
muestran que existe interaccion entre la enzima y ambas tioureas en el sitio activo. Por otro lado, también se evalud la
actividad antibacteriana frente a cepas de Sthapylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas fluorescens, mediante el
método de microdilucidn en caldo con la adicion de bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolium (MTT), como
parte del ensayo de viabilidad, mostrando una disminucién de la misma sdlo contra las bacterias gram negativas, siendo la
tiourea CYTU2 la que mostré mejor actividad antibacteriana.

Palabras clave

Tioureas N,N’- Disustituidas quirales, Acoplamiento Molecular, DNA girasa, actividad antibacteriana.

Abstract

Thioureas are resultant compounds of substitute the oxygen atom from urea (NH,CONH,) for a sulfur atom (NH,CSNH,).
There are evidential that show the biological activity of thioureas, within which are antibacterial activity. We studied the
antibacterial activity of two thioureas (R,R)-N,N"-bis(1-cyclohexylethyl)thiourea (CYTU1) vy (R,R)-N,N"-bis(1-
phenylethyl)thiourea (CYTU2) in silico using Molecular Docking between the DNA gyrase enzyme (receptor) and the two
thioureas (ligand). The results showed interaction between DNA girase and both thioureas on the pocket of the enzyme. By
other hand, the biological activity was evaluated against the following bacterial strains: Sthapylococcus aureus, Escherichia
coli and Pseudomonas fluorescens, using the microdilution method broth with 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) as part of the viability assay, the results show decrease in viability only in gram-
negative strains, being the thiourea CYTU2 the that exhibited a better antibacterial activity.
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Introduccion

Para que la duplicacion del DNA se lleve a
cabo en bacterias, la topoisomerasa IV y la DNA girasa
juegan un papel muy importante, siendo ambas
enzimas topoisomerasas tipo Il, capaces de modificar
la topologia del DNA durante el proceso de replicacion
facilitando la segregacion cromosdémica (1). Ambas
topoisomerasas son blanco de moléculas
antibacterianas, como lo son las quinolonas o las
cumarinas (2).

Las quinolonas son antibidticos los cuales han
sido utilizado por décadas debido a que poseen un
espectro amplio sobre bacterias gram positivas y gram
negativas (3). Estos compuestos ejercen su efecto por
la union de manera no covalente al complejo ternario
DNA-proteina previamente formado, previniendo que
las cadenas de DNA separadas se vuelvan a unir
durante el proceso de replicacion, con lo cual generan
lesiones en el material genético y la muerte de las
bacterias (4, 5). Sin embargo, las quinolonas pierden su
efecto por la generacidn de resistencia bacteriana,
debido a los mecanismos que estos microorganismos
han desarrollado para defenderse. Dentro de estos
mecanismos se encuentran: la disminucién en porinas
en la membrana de gram negativas que evitan la
penetracion del farmaco al interior de la célula, la
obtencidn de bombas de eflujo como lo es AcrAB/To1C
en Esherichia coli (6, 7), la proteccién de DNA girasa y
topoisomerasa IV por la proteina Qnr, la cual
promueve el desarrollo de mutantes (8) por la
adquisicién de mutaciones en los genes que codifican
para la girasa y topoisomerasa IV (9,10).

Debido a que la resistencia bacteriana a
antibidticos se ha convertido en un problema de salud,
es perentorio contar con una amplia gama de
farmacos antimicrobianos, por lo cual se ha
incrementado la necesidad de disefiar nuevos agentes
antibacterianos con mejor actividad y menor toxicidad
(11); entre estos se encuentran las tioureas, las cuales
son compuestos orgdnicos resultantes de sustituir el
atomo de oxigeno de la urea (NH,CONH,) por un
atomo de azufre (NH,CSNH,). Las tioureas poseen
diversas actividades bioldgicas, entre las que se
pueden mencionar: anti-VIH, antiviral, antibacteriana,
antifungica, anticonvulsiva, analgésica, e inhibidores
de la corrosién y antioxidantes (11-17).

El objetivo de este estudio fue determinar,
mediante estudios in silico, la capacidad de
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reconocimiento de las tioureas (ligando): (R, R)-N,N"-
bis(1-ciclohexiletil)tiourea denominada CYTU1 y (R,R)-
N,N’-bis(1-feniletil)tiourea denominada CYTU2 hacia la
DNA girasa, ya que esta enzima juega un papel
importante en la duplicacién del material genético
durante la division celular y evaluar la actividad
antibacteriana de estos compuestos “in vitro”, usando
para ello el método de microdilucién en caldo (18) con
la adicién de bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difeniltetrazolium (MTT), como parte del ensayo de
viabilidad.

Materiales y metodos

Sintesis de la (R, R)-N, N’-Bis(1-
ciclohexiletil)tiourea (CYTU1) y (R, R)-N, N’-Bis-[1-(1-
fenil)etil]tiourea (CYTU2).

La reaccion de (R)-(+)-1-(1-naftil)etilamina o
(R)-(-)-1-ciclohexiletilamina en presencia de CS, (2:1) y
etanol bajo irradiacién de microondas condujo a la
formacién de la correspondientes tioureas (CYTU1) y
(CYTU2). Los productos fueron sélidos blancos con
punto de fusién de 163-165 °C y 181-183 °C
respectivamente, que al recristalizarse en EtOH dieron
lugar a la formacién de agujas incoloras. La rotacion
Optica de los compuestos es [alo” +31.2° (R, R) para
(CYTU1) vy [(X]DZS -171.4° (R, R) para (CYTU2) (c 1,
CHCl;). Los espectros de 1H-RMN y 13C-RMN se
efectuaronen los espectrémetros Varian Mercury-400,
Varian Mercury-300, Varian Mercury-200 con software
VNMR 6.1 C y un Jeol GX 400, los espectros de RMN
bidimensionales de correlacién homonuclear 1H-1H
(COSY), heteronuclear 1H-13C (HSQC) y (HMBC) se
efectuaron en el espectrémetro Varian Mercury-400;
los desplazamientos quimicos se expresan en ppm
hacia campo bajo tomando como referencia al
tetrametilsilano (TMS, 6 = 0.0); las constantes de
acoplamiento (J), en Hertz (Hz). Los espectros de
masas mediante la técnica de impacto electrénico IE
fueron registrados con un espectrémetro JEOL JMS-SX
102A operado en el modo ion positivo a 70 eV; los
datos se expresaron en unidades masa/carga (m/z).
Los espectros de masas FAB+ se registraron con un
espectrémetro JEOL JMS AX505HA. Los espectros de IR
fueron registrados en un aparato Nicolet FT-IR Magna
700 en pastillas de KBr y de polietileno. La rotacion
Optica fue medida en un polarimetro Perkin-Elmer 241
(29).

Minimizacion de las estructuras

La estructura tridimensional de la DNA girasa
a evaluar se obtuvo del Protein Data Bank con cédigo
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de identificacién 2XCT (www.pdb.org). Para llevar a
cabo el acoplamiento molecular, las estructuras
moleculares minimizadas de las tioureas (R, R)-N,N-
bis(1-ciclohexiletil)tiourea (CYTU1) y (R,R)-N,N’-bis(1-
feniletil)tiourea (CYTU2) (Figura 1) se generaron
mediante minimizacién a 300°K por 10ps, empleando
como campo de fuerza CHARMM22-PROT mediante el
software VEGA ZZ ver 3.0.1, para posteriormente
optimizarlas hasta un gradiente menor o igual a
0.01kcal/A empleando un analisis conformacional en
gradiente conjugado con Ammp. Las propiedades
calculadas incluyen el coeficiente de particién octanol
agua (LogP), el area topoldgica de la superficie polar
(tPSA) y el Coeficiente de Refractividad Molar (CMR)
obtenidos por medio del software Molecular
Operating Environment (MOE) ver 2010.10.

Acoplamiento Molecular

El acoplamiento molecular se realizé6 usando
como molde la enzima DNA girasa obtenida del Protein
Data Bank (PDB), la cual reporta como ligando el
antibidtico ciprofloxacina en el sitio activo. El dominio
catalitico de la enzima descargada presenta una
resolucion de 3.35A, el sitio activo fue determinado
mediante el Site-Finder del programa MOE ver
2010.10. Para llevar a cabo el analisis conformacional,
se uso un método estocastico, basados en el protocolo
de acoplamiento rigido-rigido, seguido de un rigido-
flexible y flexible-flexible. Finalmente, el complejo
enzima-ligando fue visualizado con MOE. Usando este

mismo protocolo, se obtuvieron los datos con la
Ciprofloxacina, el cual no fue necesario minimizar ya
que la estructura obtenida del PDB lo ubica en el sitio
activo de la enzima.

Crecimiento bacteriano.

Para este estudio se trabajé con cepas
Staphylococcus aureus, Pesudomonas fluorescens y
Escherichia coli las cuales fueron aisladas de muestras
clinicas e identificadas en el laboratorio de
Bacteriologia de la Facultad de Estudios Superiores
(FES) Cuautitlan perteneciente a la Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM). Las bacterias
se crecieron en agar Miiller-Hinton por 24 horas a
37°C. Una vez en fase exponencial se inoculd un
matraz con 20 mL de caldo Miller-Hinton tomando
cinco colonias aisladas de la misma forma morfoldgica
por cada 5mL de caldo, se incubé a 37°C hasta alcanzar
la turbidez de 0.5 del Nefelometro de McFarland
monitoreado espectrofotométricamente a 650 nm
(20).

Actividad antimicrobiana

Las bacterias en fase exponencial y ajustadas
a 0.5 del Nefelometro de McFarland, se colocaron en
tubos ependorff estériles de 1mL en donde se
expusieron por 24 y 48 horas a una concentracién de
10 y 100uM de las tioureas disueltas en dimetil
sulféxido (DMSOQ), como control positivo se utilizé
ciprofloxacina en las mismas concentraciones y

Figura 1. Estructura moleculares minimizadas de las tioureas. La figura A corresponde a la estructura minimizada de (R, R)-N,N"-
bis(1-ciclohexiletil)tiourea (CYTU1), la figura B corresponde a la estructura minimizada de (R,R)-N,N"-bis(1-feniletil)tiourea

(CYTU2).
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Tabla 1. Parametros fisicoquimicos: Coeficiente de particion Octanol-Agua (LogP), drea topoldgica de superficie
polar (tPSA) y Coeficiente de Refractividad Molar (CMR). Afinidad (pki), energia y eficiencia de las tioureas y la
ciprofloxacina en los experimentos de acoplamiento con la DNA girasa

Parametros fisicoquimicos

Compuestos LogP tPSA CMR Energia (Kcal/mol) pKi Eficiencia
CYTU1 4.388 56.15 9.8003 -9.758 + 2.47 6.229 +0.49 0.311+0.02
CYTU2 4.164 56.15 9.6119 -11.846 +2.15 6.714 + 0.27 0.335+0.01

Ciprofloxacina 1.101 72.88 8.7159 -13.853 +1.34 11.323 +0.88 0.472 +0.04

Parametros fisicoquimicos de los complejos con DNA girasa y los derivados de tioureas (R, R)-N,N’-bis(1-ciclohexiletil)tiourea
(CYTU1) y (R,R)-N,N’-bis(1-feniletil)tiourea (CYTU2), calculadas con MOE

tiempos de exposicion. Como control negativo se
usaron las bacterias sin tratamiento. La actividad
antimicrobiana (concentracidon inhibitoria minima,
CIM) se determiné por el método de microdilucién en
caldo de acuerdo al protocolo M7 descrito por el
National Committe for Clinical Laboratory Standars
(NCCLS) (18), el cual fue modificado al usar bromuro
de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolium
(MTT), como parte del ensayo de viabilidad (21). El
MTT es usado en estudios de proliferacion celular ya
que es posible cuantificar la actividad de Ia
deshidrogenasa presente en las células vivas, esta
enzima reduce el Tetrazolio (MTT) a formazan, el cual
es insoluble en agua y posee una coloracidn purpura,
permitiendo correlacionar la viabilidad en los cultivos.
El MTT fue adicionado a todos los cultivos 30min antes
de sacarlos de incubacién. Los cristales azules de
formazan generados en el interior de las células se
solubilizaron con isopropoanol acido permitiendo la
cuantificacién espectrofotométricamente a una
longitud de onda de 570nm (22, 23) previa separacién
del paquete celular mediante centrifugacion.

Analisis Estadistico

Se realizaron 3 réplicas por separado para
cada uno de los ensayos antimicrobianos. Los valores
del porcentaje de Vviabilidad bacteriana estan
reportados como el promedio + desviacion estandar
(SD) de los cultivos por triplicado obtenidos en ensayos
distintos. Los datos se analizaron por ANOVA seguidos
por una prueba de Dunn. Estas pruebas estadisticas
fueron realizadas usando el software Stata 8.0 (Stata
Corp., College Station, TX). Las diferencias en los
tratamientos fueron consideradas como significativas
cuando la P<0.05.

Avan Biomed. 2013; 2(2):68-75.

Resultados

La Tabla 1 muestra las propiedades
moleculares de las tiureas estudiadas. Se obtuvieron
valores de LogP de 4.388 para CYTUl y 4.164 para
CYTU2, lo que indica que ambas moléculas son mas
solubles en octanol, siendo para CYTU1 ligeramente
mayor que para CYTU2. El valor del area topoldgica de
la superficie polar (tPSA) es de 56.15 para ambas
tioureas ya que ambas estructuras presentan el mismo
numero de grupos funcionales polares, el valor de
tPSA es de 72.88 para ciprofloxacina. El Coeficiente de
Refractividad molar es de 9.8003 para CYTU1, de
9.6119 para CYTU2 y de 8.7159 para la ciprofloxacina.

Los resultados del acoplamiento molecular
entre la enzima DNA girasa y las tioureas CYTUl y
CYTU2 con MOE (ver 2010.10) muestran un posible
reacomodo entre las tioureas (ligando) y la enzima
DNA girasa (receptor) indicando una probable
interaccién entre ambas estructuras. Esta interaccién
puede causar la inhibicién del crecimiento bacteriano.
Ya que uno de los mecanismo de los antibacterianos es
el reconocimiento de la DNA girasa (3). Los datos
muestran que los aminoacidos que presentan mayor
interaccién con la enzima son Glu585 y Pro1083 con
los grupos amino de ambas tioureas por formacién de
puentes de hidrégeno (Figuras 2 y 3).

Los resultados mostraron que las tioureas
presentan una afinidad de 6.229 + 0.49 para CYTUl y
de 6.714 *+ 0.27para CYTU2, por lo que es posible
considerarse como de buena afinidad (pKi) por esta
enzima (Tabla 1), presentan una eficiencia superior a
30% en ambos casos y una energia libre de Gibbs
negativa -9.758 + 2.47 para CYTU1l y de -11.846 £ 2.15

71



Acoplamiento y actividad antibacteriana de las tioureas. Martinez-Flores Fy col.

Figura 2. Acoplamiento molecular. Interacciones entre los
aminodcidos del sitio activo de la DNA girasa y la tiourea (R,
R)-N,N’-bis(1-ciclohexiletil)tiourea (CYTU1). La figura A
muestra los aminoacidos que interaccionan entre la DNA
girasa y la tiourea CYTU1l. La figura B corresponde al
contacto Gaussiano en la superficie de la DNA girasa y la
tiourea CYTU1; el verde indica el area hidrofdbica, el
purpura las dreas de formacion de puentes de hidrégeno y
el azul el drea polar

Figura 3. Acoplamiento molecular. Interacciones entre los
aminodcidos del sitio activo de la DNA girasa y la tiourea
(R,R)-N,N’-bis(1-feniletil)tiourea (CYTU2). La figura A muestra
los aminoacidos que interaccionan entre la DNA girasa y la
tiourea CYTU2. La figura B corresponde al contacto
Gaussiano en la superficie de la DNA girasa y la tiourea
CYTU2; el verde indica el area hidrofébica, el purpura las
areas de formacion de puentes de hidréogeno y el azul el érea
polar

para CYTU2, siendo en todos los casos mejor para
CYTU2 que para CYTUL, por lo cual es posible que
CYTU2 se una a la DNA girasa de manera similar que la
ciprofloxacina ya que el estudio con este antibiético
arrojoé una energia libre de Gibbs de -13.853 + 1.34 y
una afinidad de 11.323 + 0.88 (Tabla 1).

Los ensayos de actividad antibacteriana con la
adicién del MTT indicaron que la tiourea CYTU2 es
capaz de inhibir el crecimiento bacteriano de manera
dosis y tiempo dependiente (Tabla 2) sobre las cepas
gram negativas de Pseudomonas fluorescens vy
Escherichia coli obteniendo porcentajes de viabilidad
de 45.03 + 3.37 (*) y 55.97 £ 2.65 (*) respectivamente

72

a una concentracion de 100 uM en un tiempo de 48
horas, comparado con el antibidtico ciprofloxacina el
cual inhibié el crecimiento bacteriano de manera
significativa  Unicamente sobre la cepa de
Pseudomonas fluorescens obteniendo un porcentaje
de viabilidad de 55.91 + 4.05 (*) en la concentracion de
100uM en el tiempo de 24 horas, de 60.23 + 3.05 (*) y
de 49.19 * 0.72 (*) en la concentracion de 10uM y
100uM respectivamente a 48 horas. Estos datos
concuerdan con los datos in silico. Demostrando de
esta manera que la tiourea CYTU2 presenta mejor
actividad que la tiourea CYTUL.

2013; 2(2):68-75. Avan Biomed.
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ciprofloxacina

Tabla 2. Porcentaje de Viabilidad de los cultivos bacterianos expuestos a los derivados de tioureas y la

Microorganismo Compuesto Concentracion uM TIEMPO (Hrs)
24 48
- CYTU1 0 100.0 + 4.86 100 +7.33
3 10 110.41+7.28 97.28 +4.6
S 3 100 123.47 +4.19 93.20 +4.01
33 CYTU2 0 100 +0.26 100+ 1.97
s 10 119.9 +7.39 115.2 £5.76
@ 100 114.3+1.79 100.9+ 1.22
- CYTU1 0 100 + 8.39 100 + 5.06
8 10 97.57 +5.31 88.06 + 2.05
% 100 100.0 + 2.98 81.31+3.23
S CYTU2 0 100 + 7.82 100 +5.31
E 10 95.65 + 7.08 80.68 £ 5.01
=« 100 87.67 +1.11 55.97 + 2.65(*)
CYTU1 0 100 +3.13 100 + 4.49
g v 10 87.88 +3.85 89.57+1.7
g 3 100 73.07 +3.05 80.47 +3.89
3§ CYTU2 0 100 +7.82 100 + 4.49
8 2 10 79.83 +3.09 51.27 + 4.05(*)
100 78.37 +0.29 45.03 +3.37(*)
S o Ciprofloxacina 0 100 £ 4.86 100+ 0.4
3 10 100.01+5.9 98.89 +1.26
23
§ 3 100 97.03 +1.45 87.81+2.76
) Ciprofloxacina 0 100 +2.09 100 +1.93
S - 10 89.1+4.79 88.02 + 63
58
3 100 88 +3.09 82.56 + 4.56
< “ Ciprofloxacina 0 100+3.13 100+ 4.49
§ g 10 75.4 +7.54 60.23 + 3.05 (*)
8¢
& 8 100 55.91 + 4.05 (*) 49.19 £ 0.72 (*)
Q =

(CYTU1) y (R,R)-N,N -bis(1-feniletil)tiourea (CYTU2).

Los resultados denotan porcentaje de viabilidad bacteriana en experimentos realizados por triplicado. Los asteriscos denotan
diferencia significativa con respecto al control usando la prueba de Dunn (P <0.05). (R, R)-N,N"-bis(1-ciclohexiletil)tiourea

Discusion

Todos los organismos poseen fuentes para
preservar su informacion e integridad estructural del
genoma. Muchas funciones celulares involucran el
DNA, incluyendo replicacidon, transcripcion vy
recombinacién (24). En bacterias gram negativas como
gram positivas, la resistencia bacteriana esta asociada
con mutaciones en la topoisomerasa IV, DNA girasa,

Avan Biomed. 2013; 2(2):68-75.

puede estar mediada por la salida del farmaco por
bombas (25, 26) o en asociacion con mas de dos
mecanismos (27, 28). En este sentido, las tioureas las
cuales se presentan como moléculas con posible
actividad antibacteriana se estudiaron para conocer si
poseen esta actividad bioldgica, los resultados in silico
entre la DNA girasa (enzima) y las tioureas (ligando)
mostraron una interacciéon favorable, ademas de
mostrar una inhibicion significativa del crecimiento
bacteriano al evaluarse la tiourea denominada CYTU2
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en la concentracion de 100uM a 48 horas mediante el
protocolo modificado M7 del NCCLS sobre las cepas de
Pseudomonas fluorescens y Escherichia coli.

Los parametros fisicoquimicos obtenidos
indican que ambas tioureas poseen una baja
solubilidad en agua sin embargo tienen la capacidad
de pasar a través de membranas celulares, por lo cual
pueden ser catalogadas dentro del grupo Il de la
clasificacion bioframaceuticas (BSC) como moléculas
de baja solubilidad y con alta permeabilidad (29). El
valor de tPSA para la ciprofloxacina es mayor que para
las tioureas por la presencia de una mayor cantidad de
grupos polares, de igual forma el valor de CRM para el
antibidtico es mayor que el de las tioureas debido a la
presencia de los anillos en los extremos lo que
aumenta la densidad electrénica de las moléculas.

La ciprofloxacina la cual es un antibidtico de
amplio espectro, reconoce las enzimas encargadas de
la remodelacidon del genoma (topoisomerasa IV y la
DNA girasa) (1), en este estudio presentd un efecto
antibacteriano sélo sobre la cepa de Pseudomonas
fluorescens, no asi sobre Staphylococcus aureus vy
Escherichia coli. Mientras que la tiourea CYTU2 mostré

presentando un espectro antibacteriano mas amplio
gue el antibidtico.

Los datos del acoplamiento molecular
sugieren una interaccion entre la enzima DNA girasa
(receptor) y las tioureas CYTU1 y CUTU2 (ligando) en el
sitio activo de la enzima. Inicialmente se reconstruy? el
sitio activo de la enzima usando el programa MOE y
modelé la conformacién mas estable de las tioureas,
mediante el programa VEGA ZZ y MOE. Dicho
acoplamiento mostré que la tiourea CYTU2 posee una
afinidad por la DNA girasa similar a la ciprofloxacina, lo
que ayudaria a explicar el efecto de inhibicion
observado mediante el ensayo de MTT al ser
expuestos los cultivos bacterianos de Pseudomonas
fluorescens y Escherichia coli a esta tiourea.

Con la informacién obtenida en este estudio
se puede concluir que la tiourea compuesto (R,R)-N,N -
bis(1-feniletil)tiourea (CYTU2) presenta actividad
antibacteriana similar a la ciprofloxacina, permitiendo
considerar a esta tiourea como candidato a seguir
estudiando en la busqueda de nuevas moléculas con
actividad antibacteriana.
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